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【目的】骨格筋はヒト生体内最大の代謝内分泌辞官であり、基踏代謝の2瑞を担っているが、
糖尿病、サルコペニアによって、骨格筋ミトコンドリアの量、鷺が低下することが知られて
いる。これまでに我々はマウスC2C12細胞の骨格筋分化において、micro即帆494旭R－494）
がミトコンドリア生合成に関与することを明らかにしている。他方、miR494が肥満症患者
において運動で減少することが報昏されている。そこで我々は、miR－494が糖尿病やサルコ
ペニアの治療標的となりうると考え、本研究ではまず、m班巨額接のヒト骨格筋分化における
役割について検討した。
【方法】我々は共同研究者の協力を得て、これまで困難であったヒト骨格筋細胞分化システ
ムを確立した。すなわち、ヒトiPS細胞株に館分化特異的転写国子（肘ODl／T由一0時を発現さ
せ、ドキシサイタリン添加による分化誘導で、高効率に骨格筋細胞へ分化餅噂することに成
功した。このシステムを用いて、ヒトiPS細胞から成熟骨格筋細胞への分化過程における
的i計494の発現をTaqm8nreal一七i肥PCR法で解析した。さらに、miR－494の骨格筋分化にお
ける役割を検討するため、和は4鋸inhibitorによる阻害実験、および、miR－494precurso
による過剰発現束敦を行った。骨格筋細胞特異的遺伝子発現変化の定立にはreaトtime PC
法およびWesternBlot敵を、骨格筋細胞の酸索滴螢速度測定には細胞外セルフラックスアナ
ライザーを、骨格筋細胞のミトコンドリア機能評価には醐染色、SDE染色やmit雨でaCker
red染色を用いて解析した。
【結果】miR－494はヒト骨格筋分化初期（d8yl）に一過性に発現上昇し、血y2以降において有
意に減少することを発見した。まず、miR4怜4阻事実故により分化初期く血yl）の一過性上昇
を抑制したところ、成熟した筋管細胞への分化、骨格筋細胞の酸素消費速度、mitotrack¢rred
染色で染まる筋管細胞の割合には有意な変化を詔．めなかった。一方、dayl以降における
miR－494の過剰発現実験では、成熟した筋管細胞への分化が45％阻寄され、それに対応した骨
格筋細胞の酸素消費速度の減少と、mitotr急ckerred染色の減少を認めた。
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また、mi計494過剰発現によってI型筋轟維マーカータンパク佃yhT）発現は有意な変化がな
かったが、Ⅱも型鮮魚推マーカータンパク髄yh2）発現は有意に低下し、皿肌染色およびSD
染色で浪熟される筋管細胞の割合も相関的に減少した。しかし、ミトコンドリアDNA、ミト
コンドリア関連タンパク（揮A軋F血j3、SDHA、址ISOD）発現については有意な変化を認めなか
った。
m岨干渉法により恥h2発現をノックダウンすると、骨格筋細胞の酸素消費速度が韓少し、
iR－494過剰発現時と同様にmitotmckerred染色で染まる筋管細胞の割合が減少し、さら
に服Ⅲ染色およびSDH艶色で濃艶される筋管細胞の割合も減少した。
【考察】本研究において、mi只一494がヒトiPS細胞からの骨格筋細胞分化過程で、2相性に
発現変動を示すことを見出した。まず前者の一過性上昇に対する患歳について検討するた
め、miR一個4阻審実験を行ったが、成熟した筋管細胞への分化、骨格筋細胞の酸素消費速度
には有音な変化を絡めず、すべてネガティブデータであった。この理由として、mi計494に
類似した他のmi甜帆による代償作用の可能性が考えられた。一方、後者の下降相に対する過
剰発現実験では、成熟した筋管細胞への分化が阻事され、骨格筋細胞の酸索消費速度が減少
した。ミトコンドリア発現には有意な差を認めず、有酸素的解糖能が商いⅡも型筋線錐タン
バク佃姉2）発現のみが有意に抑制されていた。さらに、恥h2ノックダウン実験により、miR－494
過剰発現と同様の結果が得られたことから、miR－494は恥h2発現抑制を介してⅢ8型筋繊維
様の筋管細胞への分化を阻害し、ミトコンドリア生合成には変化を及ぼさずに、骨格筋細胞
の酸素消費速度を減少させていると考えられる。糖尿病や筋疾患に対する治療応用に向け
て、今後更にmiRr494の標的遺伝子や、miR一舶4アイソフォームを明らかにすることが求め
られる。
【結論】我々はmiR－494がⅡa型筋線維特異的にヒト骨格筋細胞分化・発現を制御すること
を明らかにした。ヒト筋線維構成棉序の一婦を示す世界で初めての知見となった。
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（学位論文審査の結兵町費副　も明朝件11ポイ；′ト、bUU苧以円で作尿のこと。J
骨格筋の代謝状態は糖尿病やサルコペニアなどの疾患の発症進展に重要な役割を持つ。そこ
で、マイクロRNAの一つであるmiR－494に曹日’し、発衷育ちにより開発されたヒトiPS細胞か
ら筋細胞への分化誘導の系を用いて、細胞の分化誘導、酸素消費量、ミトコンドリア機能に対
する作用について検討し、以下の点を明らかにした。
1）miR－494は骨格筋分化初期に一過性に発祝したが、それを抑制しても、細胞の分化誘
導、酸素消費畳、ミトコンドリア機能には影響しなかった。
2）加沌－494を過剰発現させたところ、筋細胞への分化を抑制し、酸素消費曇を減少させ
たが、ミトコ．ンドリア糠能には明らかな影響を与えなかった告
3）miR－494の発鄭こより有酸素的解糖蘭が高い王王色型筋繊維蛋白である捕yh2の発現が低
下していたことから、血lR－494は骨格筋としてII星型筋繊維への分化を抽刺したので
はないかと考えられた。
本論文はヒト骨格筋細胞の分化誘導その代謝活性に対するmiR－494の作用として新しい知見
を与えたものであり、最終試俄として論文内容に関連した試問を受け合格したので、博士膳．
学）の学位論文に債するものと認められた。
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